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Abstract　Anaerobic digestion is an energy-generating, ecologically friendly waste/wastewater 
treatment process. However, treatment of anaerobic digestion effluent (ADE) and purification 
of carbon dioxide in the biogas, commonly called biogas upgrading, are two issues that prevent 
propagation of this process. Since ADE contains high concentrations of nutrients, it can be uti-
lized for microalgal cultivation if the chemical composition is optimized for the purpose. Mi-
croalgal cultivation is at the same time a promising platform to capture and utilize carbon diox-
ide in biogas. Therefore, simultaneous ADE utilization and biogas upgrading can be possible by 
coupling microalgal culture. Previous studies using the simultaneous process adopted open pond 
systems with algal-bacterial consortium. Although these processes were effective in treatment of 
both ADE and biogas, the volumetric productivity and economic value of the microalgal biomass 
are low in such systems. Thus, this study aimed to establish a simultaneous algal pure culture and 
biogas upgrading using centrifuged supernatant of anaerobic digestion effluent from an activated 
sludge treatment facility. 
To achieve this goal, the ADE concentration, pH, dissolved inorganic carbon, and metal com-
position were adjusted by batch optimization tests with Chlorella sorokiniana. The optimized 
ADE media was then scaled up to 4-L photobioreactor (PBR) coupled with a 1.8-L gas/liquid 
exchange column for simultaneous processing. Since the current study adopted algal pure culture 
in a closed PBR, gas/liquid transfer was expected to be different from previous studies, and thus, 
three liquid circulation flow rates (1, 2 and 4 L d-1) were tested, which resulted in liquid to gas ra-
tio (L/G) of 0.1, 0.3 and 0.5. 
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As a result, the ADE media was optimized to 10% ADE content, pH 8.0, 0.1 mol L-1 bicarbon-
ate addition, and Mg + Mn addition. While the raw ADE did not allow the growth of Chlorella 
sorokiniana, the maximum algal specific growth rate using the optimized media reached more 
than 2 d-1, which equals a doubling time of less than 9 hours. The optimized media was then used 
for the simultaneous microalgae cultivation and biogas upgrading process. The average produc-
tivity in the PBR was 206 ±138 mg L-1 d-1. The carbon dioxide recovery rates for L/G 0.1, 0.3, 
and 0.5 were 90, 94, and 99%, respectively. On the other hand, O2 contents in the upgraded gas 
were 8.5, 8, and 14%, respectively. The content of carbon dioxide and O2 were in a reverse rela-
tionship over various L/G ratios. The current study demonstrated the effectiveness of carbon cap-
ture from the biogas, but also suggested further challenge in prevention of oxygen intrusion from 
algal pure culture. Comparisons with other studies suggest that optimization in gas/PBR volume 
may enhance the quality of biogas upgrading. 













は 170 kg-N ha-1 y-1 程度と限られており、排出量に見合
う十分な農地面積が必要であるため、特に農地の少な
い都市部や人口密集地では需要の確保が困難となって













されている（Ban et al. 2019）。微細藻類は面積あたり
窒素利用速度が農地施肥よりも約 30 倍高く、人口密















に約 40% の CO2 や微量の H2S が含まれる。バイオガ
スを天然ガスの代替燃料として利用するためには、メタ
ンガス濃度を 90 ～ 95% 程度まで精製する必要があり













CO2 濃度 5 ～ 15% 程度の燃焼ガスを対象として微細
藻類培養槽に直接ガスを供給しており（Keffer & Klein-
heinz 2002, Van Den Hende et al. 2012）、バイオガスを
藻類培養槽に直接供給した場合には高濃度 CO2 によ
る微細藻類の成長阻害（Meier et al. 2015） や精製ガス




（González-López et al. 2012, Chi et al. 2013, Meier et al. 







示された。また、供給ガス量（G） に対する CO2 吸収
塔への培地返送量（L） の比率 L/G 比を調整すること
で精製ガス中の CO2 とO2 濃度を調整し、ガス精製能
の向上が可能となった（Meier et al. 2015, Posadas et al. 

































本研究ではまず消化液を C. sorokiniana の増殖に適
61 プランクトン工学研究 第 1 号（2021）
   　　　　　    
Fig. 1. Schematic diagram of the two-phase CO2 absorption and microalgae cultivation process.
した性状に調整するため、消化液濃度、pH、DIC 濃度、
および金属添加条件の最適化を行った。次に最適化さ








消化液の添加濃度は 10、17、25、50、100% の計 5 条件
とした。
次に、最適濃度の消化液を用いて、異なる初期
pH 条件を設定し、微細藻類が最も増殖する pH 条
件の検討を行った。初期pH条件は、pH 7.0、7.5、8.0、
8.5、9.0、10、11 の計 7 条件とした。初期 pH の調整




条件は、0.01、0.05、0.1、0.2、0.4 mol L-1 の計 5 条件と
し、DIC 濃度の調整には炭酸水素ナトリウムを使用し
た。pH 調整は消化液濃度と DIC 濃度の調整後に滅菌
処理を施してから行った。
培養条件は、温度 25℃、光量子束密度 200 µmol 
（photons） m-2 s-1、明暗周期は 24 時間明期とした。
培養容器には、有効容積 10 mL のねじ口試験管を使
用した。測定項目は、波長 750 nm における光学密度
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　　　　　　　Table 1. Chemical composition of C medium and PIV metals per 100 mL.












C. sorokiniana ストック培養に用いる C 培地（Ichimura 
1971; Table 1） をもとに Mg、および PIV 微量金属溶液





Mg のみを加えた条件、Mg に各種微量金属を 1 種類
ずつ加えた条件、Mg と PIV 微量金属群を加えた条
件の計 15 条件とした（Table 2）。微量金属群を加える
条件では、金属群の析出を防ぐため、C 培地と同量の
EDTAを添加した。
培養条件は温度 25℃、光量子束密度 200 µmol 
（photons） m-2 s-1、明暗周期を明期 12 時間：暗期 12
時間とした。培養容器には 96 ウェルプレートを使用し
た。実験期間中にウェル内の水分が蒸発することを防
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　　　　　　　  Table 2. Experimental series of metal optimization tests.













微細藻類の培養槽には、有効容積 4.0 L のアクリル
樹脂製フラットパネル型リアクターを使用した（Fig. 1）。
培養条件を温度 25℃、光量子束密度 500 ± 58 µmol 
（photons） m-2 s-1、明暗周期 24 時間明期とし、消化液




光源には昼白色蛍光灯（メロウ Z ロングライフ, FL20S-
SENC/18LLN, 東芝）を使用した。
リアクター内は下部に設置した散気管から濡れ空気
を 0.5 L min-1 で通気して曝気撹拌を行った。また培養
10 日目以降には、リアクター底面へのバイオマスの沈
澱を防ぐため、リアクター内部に撹拌子を入れて常時
撹拌を行った。消化液培地は約 5 ～ 7 日ごとに新しく
作成し、オートクレーブ滅菌された 20 L ポリプロピレ
ンボトルから供給した。
吸収塔には、有効容積 1.8 L のアクリル樹脂製円筒
形リアクターを使用した（Figure 1）。供給ガスには、バ
イオガスを模して安全性の高い N2 ガスとCO2 ガスを約
65:35 で混合したガスを使用した。供給速度は事前の
C. sorokiniana 培養試験で見られた培養槽の DIC 濃
度の減少分と CO2-C 供給速度が同等になるよう、7.31
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± 0.47 L d-1 で一定とした。混合ガスはガスバッグから
エアポンプ（HIBLOW, KP-6035S, TECHNO TAKAT-
SUKI） を使用して供給した。吸収塔は塔上部から下部




® MF ラボモジュール PSP-103, 旭化成）を用いて濾過し
た濾液を供給した。培養槽側面下部からチューブを延
ばして中空糸膜を接続し、内部を濡れ空気 0.5 L min-1
で通気を行いエアリフトの形式で内部に培養液を流動
させた。2 槽間の液循環速度は、運転 0 日目から 9 日
目までを 4 L d-1、9 日目から14 日目までを 2 L d-1、14 日
目から 20 日目までを1 L d-1 （L/G 比はそれぞれ 0.54、
0.27、0.14） と段階的に変化させた。
2.2.2.	測定項目
培養槽では波長 750 nm における光学密度および乾
燥重量を、吸収塔では供給ガスと精製ガスのガス組成
を、そして両槽で pH および DIC 濃度を測定した。光
学密度は紫外可視分光光度計（UV-2450, 島津）、培養
槽内の pH には卓上型 pH メーター（D-51, HORIBA）、
吸収塔内の pH には pH ロガー（17SD, SATO TECH [pH
電極 : InPro 3030/325, Mettler Toledo]） を用いて測定
を行った。乾燥重量は、粒子保持能 0.7 µm のガラス
繊維濾紙（GF/F 25mm, Whatman） 上に捕集し純水で
洗浄した試料を 60℃のドライオーブン（DG-82, YAM-
ATO） で 1日以上乾燥させた後、精密電子天秤（UMX 
2, Mettler Toledo） で計量を行った。DIC 濃度は、試料
を孔径 0.7 µm のガラス繊維濾紙（GF/F 25mm, What-
man） で濾過後、TOC 計（TOC-V CSH, 島津）の DIC
測定メソッドを用いて塩酸処理後の試料に曝気をし、
揮散した CO2 量を計測することにより定量した。ガス
組成は、ガスクロマトグラフィー（GC-2014, 島津 [ 分析
カラム : Shincarbon-ST 6.0 m × 3.0 mm I.D, キャリア




異なる消化液濃度での培養では、10 ～ 25% の条件
で OD750 0.15 程度までの増殖が見られた一方で、50%
および 100% 条件ではほとんど増殖が見られず、0.067
～ 0.096 の間に留まった（Fig. 2a）。 10 ～ 25% の条件
では、最大比増殖速度が 0.47 ～ 0.55 d-1 となり、10%
消化液濃度で最も高い OD750  0.156 が得られた。
10% 消化液を用いて異なる初期 pH 条件で行った
培養では、pH7 ～ 9 の条件で増殖が確認され、pH10
以上ではほとんど増殖が見られなかった（Fig. 2b）。
pH7.0 および 8.0 で他の系列よりも有意に高い比増殖速
度が得られ（p < 0.01）、それぞれ 0.95 および 1.05 d-1
であった。pH8.0 では他の系列の 1.5 倍と有意に高い
（p < 0.01） 最大 OD750 0.34 が確認された。
10％消化液、pH8 で行った異なる DIC 濃度下での培
養試験では、0.4 mol L-1 の最も高濃度条件を除いて、
全ての条件でこれまでの試験よりも高い最大比増殖速
度 1.26 ～ 2.04 d-1 が得られた（Fig. 2c）。中でも DIC
濃度 0.05 および 0.1 mol L-1 では倍加時間 8.2 ～ 9.5 h








殖速度および最終 OD750 は C 培地区と比較してそれぞ




せて添加した培養試験では、Mn 添加区と PIV 添加区
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Fig 2. Growth curves of Chlorella sorokiniana under different (a) anaerobic digestion effluent (ADE) con-
tent, (b) initial pH, and (c) initial dissolved inorganic carbon (DIC) concentrations. Growths are expressed 
in optical density at 750 nm (OD750) with means ±standard deviation (N = 3).
で C 培地と同等の最終 OD750 が確認された（Fig. 
3b）。特に Mn 添加区では C 培地の最大比増殖速度
1.1± 0.1 d-1 に近い 0.83 ± 0.03 d-1 と最も高い値が






消化液培地の pH は平均 8.39 ± 0.15、培養槽内の
pH は平均 9.56 ± 0.10 で実験期間を通して比較的安定
し、培養槽の pH が供給培地よりも約 1 程度高い値が
維持された（Fig. 4a）。一方、吸収塔内の pH は L/G
比 0.5 条件で 8.20 ± 0.34 と、 L/G 比 0.3 および 0.1 条
件の 7.82 ± 0.09、7.79 ± 0.13 と比較して有意に高かっ
た（p < 0.01）。
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Fig 3. Growth curves of Chlorella sorokiniana in diluted anaerobic digestion effluent (ADE) with various 
metal supplementing conditions; (a) only PIV trace metals; and (b) combinations of Mg and PIV metals. 
Growths are expressed in optical density at 750 nm (OD750) with means ±standard deviation (N = 3). 
Growth in C medium was added in each figure as a control. 
培養槽内の乾燥重量は、L/G 比 0.5、0.3、0.1 条
件でそれぞれ 390 ± 56、295 ± 60、468 ±150 mg L-1
であり（Fig. 4b）、若干の変動がみられた。特に L/G
比 0.3 条件と 0.1 条件にかけては有意に増加した（p 
< 0.05）。DIC 濃度は、実験期間を通して安定しており、
消化液培地が平均値 1308 ± 48 mg L-1、培養槽内が




138 mg L-1 d-1、炭素固定速度は 94.3 ± 71.5 mgC L-1 
d-1 となった。
供給ガスの組成は、N2 ガスが 64 ± 2%、CO2 ガス
が 34 ± 2%、O2 ガスが 1±1% であった（Fig. 5a）。精
製ガスでは、L/G 比が 0.5、0.3、0.1と減少するにつ
れて CO2 ガス割合がそれぞれ 0.32 ± 0.21%、2.3 ±
0.71%、3.2 ± 1.1% と緩やかに上昇し（Fig. 5b）、L/
G 比 0.5 条件のみ有意に低かった（p < 0.01）。各条
件の CO2 回収率は 99 ± 0.7%、94 ± 2%、91± 2% で
あった。一方、精製ガス中の O2 ガスはそれぞれ 14.4
± 4.1%、 8.0 ± 0.7%、8.5 ±1.2% と、L/G 比 0.5 条件
と比較して0.3および0.1の条件で有意に低くなった（p 
< 0.01）。
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Fig 4. Two-phase CO2 recovery and algal culture (a) pH and (b) algal cell dry weight. Liquid to gas (L/G) 




消化液添加濃度は 10 ～ 25% で比較的良好な増殖
が確認された（Fig. 2a）。高濃度条件で増殖が見られ
なかった原因は、高い遊離 NH3 濃度にあると考えられ
る。水に溶けた NH4 は pH が高いほど NH3 に遊離し
た状態の割合が高くなり、25℃の淡水における pKa は
9.25 である（Bates & Pinching 1949）。消化液原液の
NH4-N 濃度は約 1000 mg L-1 であり、培養初日 pH 8.98
の遊離 NH3 濃度は約 450 mg-N L-1 つまり32 mmol L-1
と試算された（Anthonisen et al. 1976 より試算）。本研
究と同じ Chlorella sorokiniana NIES-2173 株を用いた
既往研究によると、本株の遊離 NH3 に対する EC50 は
1.6 mmol L-1 であり、3 mmol L-1 以上ではほとんど増殖
を示さなかった（Sekine et al. 2020）。本研究での消化
液原液の遊離 NH3 濃度は本株の耐性の 10 倍以上の
高濃度であり、これが原因で増殖が見られなかったと
示唆された。一方、消化液濃度10%条件ではpHが8.56
まで低下したことも相まって遊離 NH3 濃度は 1.2 mmol 
L-1 まで低下し、比較的高い増殖となったと考えられる。
ところが 10% と類似した増殖が得られた 17 ～ 25% 濃
度条件でも遊離 NH3 濃度は 3.0 ～ 4.5 mmol L-1 であ
り、EC50 を 2 倍程度越えていた。既往研究において
NH3 阻害の度合いは初期バイオマス濃度が高くなると
緩和されることが報告されている（Uggetti et al. 2014）。
既往研究の EC50 1.6 mmol L-1 （Sekine et al. 2020） は初
期光学密度が約 0.02 で試験されており、本研究では
0.05 以上と 2 倍以上で設定したため、阻害が緩和され
ていた可能性がある。本研究では遊離 NH3 濃度が常
に EC50 以下となる10% 濃度条件を最適値と定め、そ
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Fig. 5. Gas composition during the two-phase CO2 supply and algal culture in (a) supply gas and (b) 
treated gas. Liquid to gas (L/G) ratio was changed from 0.5 to 0.1 in two steps. 
の後の実験に供した。
続くpH の最適化では、pH10 未満の条件で増殖が
確認された（Fig. 2b）。pH10 以上の条件では遊離 NH3
が 6.4 mmol L-1 を越え、増殖を完全に抑制していたと








DIC 濃度最適化試験で、最も低い DIC 濃度 0.01 mol 
L-1 条件では、0.05 ～ 0.1 mol L-1 と比較して増殖が大き
く抑制された。消化液原液の DIC は約 1000 mgC L-1
であったが、70℃ 1 時間の滅菌処理および 10 倍希釈に
よって DIC 濃度が減少していた可能性がある。そのた
め、pH 最適化実験でも DIC が増殖の律速になってい
た可能性がある。pH はアルカリ性に傾くほど空気中の
CO2 を取り込みやすく、また Chlorella 属は重炭酸を炭
素濃縮機構によって光合成に利用できることから（Bear-




DIC 濃度条件では、0.05 mol L-1 と 0.1 mol L-1 の条
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件で最も高い増殖が得られた。上述のとおり、最も添
加量の少ない 0.01 mol L-1 ではおそらくDIC 律速のた




DIC 濃度が増加するにつれて培地中の Na 塩が増加し、
増殖が低かったと考えられる。 
以上の結果より、本研究で用いた消化液は消化液添
加濃度 10%、pH8、DIC 0.1 mol L-1 に調整することで最















合的な影響を確認した。その結果、Mg + PIV 微量金





る。一方で最大比増殖速度は C 培地の 1.1± 0.1 d-1 に
対して Mg + Mnで 0.83 ± 0.03 d-1 であり、C 培地が有
意に高かった（p < 0.05）。既往研究では、水草メタン
発酵由来消化液を用いて本研究と同じ株を培養した際










えられる（Guanzon et al. 1994）。一方で同量の各重金









類が増殖するうえで Mgと Mn が不足していることが明
らかとなった。基質にコカナダモを使用したメタン発酵
消化液を用いて微細藻類培養を行った既往研究でも























は pH が約 8.4 から約 9.6 まで上昇し、その後吸収塔
で 7.8 ～ 8.2 程度へと減少した（Fig. 4a）。これは培養
槽において培地中の DIC を消費することで pH が上昇
し（Zeebe & Wolf-Gladrow 2001）、その後 CO2 の溶解
により再び pH が減少したことを示している。吸収塔の
pH は L/G 比 0.5 から 0.1 にかけて減少させると、培地
に対する CO2 の供給割合が増加するため、塔内の pH
はやや低下した。この塔内の pH 低下が L/G 比 0.3 お
よび 0.1 における CO2 回収率の漸減（91 ～ 94%） に影
響したと考えられる。また、低 L/G 比でも培養槽に対
する CO2 供給速度は変化しないため、L/G 比 0.1 条件
での低い吸収塔 pH は培養槽 pH に影響しなかった。
CO2 回収率は全体を通して 90% 以上の高い値を示
し、特に L/G 比 0.5 条件では 99% とほぼすべての
CO2 が溶解した。一方で同条件では O2 の混入割合が
14% と高く、微細藻類培地の溶存酸素が精製ガスに
多く溶け出した。L/G 比を 0.3、0.1と下げるとCO2 回収
率はそれぞれ 94、91% と減少する一方で、O2 混入割合






を行った既往研究では、CO2 濃度は L/G 比 1 から 0.5
にかけては 1% 以下の非常に低い値を取る一方、 L/G
比0.3では8.3%まで急激に増加した（Toledo-Cervantes 
et al. 2017）。同既往研究で O2 濃度は L/G 比 1 の際の
0.8% から、L/G 比 0.8、0.5 にかけて 0.1%、0.01% と減
少した。このように L/G 比の影響は培養槽やリアクター
形状など複数の要因によって異なるため、リアクター運
転条件に応じて精製ガス中の CO2 及び O2 濃度を低く
保つ最適条件を検討する必要がある。
本研究の L/G 比 0.5 における精製ガス中の CO2 濃
度は既往研究の中でも低く、高い CO2 回収率が得
られたことがわかった（Table 3）。一方で、同程度の
Table 3. Comparison of CO2 gas upgrading performance using two-phase recirculation process.
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das et al. 2015, Toledo-Cervantes et al. 2016, 2017）、有
機物の分解も含めて系内で酸素が活発に利用される状
態であった。これらの系列では精製ガスへの O2 混入
量は最適条件下で 0.01 ～ 1.2% であり（Table 3）、L/G
比を 60 程度まで高くしても7% 程度に保たれた（Tole-
do-Cervantes et al. 2016）。一方の微細藻類純粋培養を
用いた研究では、特に閉鎖系培養槽を用いた場合は最
適条件でも 6% と高い O2 混入量が見られた（Meier et 














係する（Meier et al. 2015）。培養槽に対する炭素供給
量が不足すると、培地はアルカリ性に傾き、より CO2
を吸収しやすい状態になる。そうすると低い L/G 比で
も CO2 の溶解に対する推進力が増加し、高い CO2 回
収率が得られる。既精製ガス中の CO2 とO2 割合が共
に低かった研究は 0.32 以下の Gas/PBR 比で実施され
ている（Table 3）。本研究で用いた Gas/PBR 比は 1.83




208 ± 83 mgC L-1 d-1 の速度で減少したのに対し、微




Nannochloropsis gaditana を用いて高い Gas/PBR 比
1.05 で実施した研究でも確認されており、バイオガス
由来無機炭素の 46% が系外に CO2 として排出された
（Meier et al. 2015）。一方、同じ研究でGas/PBR比を0.11
まで減少させたところ、バイオガス由来の無機炭素だ
けでは増殖を維持できず、系外の CO2 が培養液中に





に高い CO2 回収率がこれまで示されている（Chi et al. 




に培養槽の希釈速度を 0.5 d-1 としていたが、短い滞留
時間（2 日）のために排出液に栄養塩が残存した。消化
液培地中のアンモニア（106 ±13 mg-N L-1） およびリン
酸（11.2 ± 0.3 mg-P L-1） は培養後にそれぞれ 64% お
よび 75% 残存していた。メタン発酵由来の栄養塩を使
い切り、環境負荷を低減するためには、滞留時間を 4
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